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摘要 : 在 库 蚊 Culex pipiens 品系 中 ， 非 专 一 性 酯 酶 活性 的 升 高 是 对 有 机 磷 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 重要 
机 理 之 一 。 应 用 SDS/PAGE, WER AER Culex pipiens pallens WRA Emh (RDO) BURA ih 
R CS MAERA PY 中 可 溶性 总 蛋白 质 带 型 ， 显 示 RD 中 含有 一 条 特异 蛋白 带 ， 其 
它 两 个 品系 中 未 检 出 。 在 RD 成 虫 匀 浆 液 总 蛋白 中 含量 高 达 2.1% 。 分 子 量 测定 为 66 kD。 应 用 柱 
层 析 法 分 离 得 到 了 较 纯 的 纯 品 。 以 NA 为 底 物 测 得 民 。 = 64.1 mmol/L， V4, = 249.8 mmal/ 
(Lemg*min). 5 GERBRESTE LU Q2: 其 OK. 值 小 于 已 报道 的 抗 性 品系 及 非 抗 性 品系 A- 酯 酶 和 BEE 
Be. Vs 值 比 已 报道 抗 性 品系 A- 酯 酶 低 ， 比 B- 酯 酶 高 。 较 高 浓度 的 敢 百 虫 并 不 能 抑制 其 酶 活 ， 属 
于 A- 酯 酶 。 在 昆虫 体内 可 能 主要 通过 结合 隔离 作用 (sequestralion) 提 高 昆虫 对 有 机 磷 的 耐 受 性 ， 
对 有 机 磷 杀 虫 剂 水 解 作 用 的 可 能 性 也 不 能 排除 。 
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EJER Culex pipiens pallens 是 斑 氏 丝 虫 病 及 乙 型 脑 炎 的 重要 媒介 昆虫 之 一 。 时 在 60 
年 代 ， 上 海地 区 就 报告 了 淡色 库 蚊 对 敌 百 虫 产生 低 度 抗 性 。 迄 今 国内 外 研究 表明 : MADRE 
杀 虫 剂 产生 抗 性 的 昆虫 中 ， 其 抗 药性 与 羧 酸 酯 酶 有 较 大 的 相关 性 [51， 抗 性 越 强 羧 酸 酯 酶 的 
活力 越 高。 由 于 生化 技术 和 抗 药 性 认识 的 原因 ， 人 们 在 研究 抗 性 蚊 忠 品系 中 法 酸 酯 酶 酶 学 性 
质 时 ， 一 直 以 蚊虫 匀 浆 液 为 酯 酶 酶 源 。 直 到 80 年 代 末 ， 不 同 的 学 者 '6~ 引 开始 用 柱 层 析 法 从 尖 
音 库 蚊 五 带 亚 种 Culex pipiens quinque fasciatus FURL Ps FEIN Culex fatigans 提纯 法 酸 酯 酶 并 研 
究 其 生化 性 质 。 但 是 ， 国 内 外 均 未 报道 与 淡色 库 蚊 有 关 的 工作 。 本 文 作 者 对 淡色 库 蚊 抗 敌 百 
HU CRD) 的 66 kD 法 酸 酯 酶 进行 提纯 ， 并 开展 了 酶 学 等 方面 的 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
化 学 试剂 ，o- 乙 酸 蔡 酯 《a-naphthol acetate -NAO 由 上 海 第 一 化 工 试剂 三 生 产 ; MAB 
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和 TDEAE-cellulose CDE-5L2 购 自 Sigma AF] (St. Louis: Mo.» U.S.A. )，Phenyl-sepharose 
C(CL-4B2. FA Pharmacia CUppsala Sweden) 生产。 

ki CREER mR: (1) 敏感 型 品系 (O: 于 50 年 代 采 自 上 海 曾 北 区 。 之 后 室内 进 
行 继 代 大 工 饲 养 ， 未 与 任何 种 类 的 杀 虫 剂 接触 。 对 敌 百 虫 LCso 为 0.307X10- 5 g/mL, SARE 
ANE LCs) A 0.156X 10 5g/mL。(2) 抗 敌 百 虫 品系 CRD): 于 1972 FRA LAK, 8 
外 群体 初始 抗 性 为 敏感 型 品系 CS) 8910 倍 。 在 实验 室 用 敌 百 虫 进行 长 期 选 育 《 隔 代 筛 选 一 
DO. XE BLO A 20x10 $g/mL 。(3) HERRA EmA PY): 由 敏感 型 品系 在 实验 室 
FARR Sg BEET 1 HAE A CC IE AR), HERIR LCso0 为 80X 10 5 g/mL- 
1.2. 方法 
1.2.1 蚊虫 粗 提 液 : 饲养 的 蚊虫 待 成 虫 巴 化 4 一 $ 天 后 ， 即 在 - 80 和 冰箱 中 迅速 冷冻 致死 。 
称 取 0.2 g 成忠 ， 加 入 1 mL pH 7.2 的 20 mmol/L BRAT. KG rP FH RBS 23S IK. 
Beckman 离心 机 上 4C 连续 离心 3 次: 5 000 r/min; 15 min: 10 000 r/min; 20 min: 15 000 
r/min» 30 min; 取 上 清 液 作 电 瀛 和 纯化 用 。 
1.2.2. SDS/PAGE: 依 Laemmli9] 方 法 。 分 子 量 标记 为 : 免 磷 酸化 酶 B，97 kD; 牛 血清 白 蛋 
A, 66kD; 兔 肌 动 蛋白 ，43 kD; SSAA. 14 kD. 
1.2.3 SHR JEP): YE 4 名 条 件 下 ，BioRad IEF 电泳 仪 上 进行 等 电 聚 焦 (pH 3.5~10) 
《阳极 1 mol/L HPO, 阴极 1 mol/L NaOH)7， 两 性 电解 质 购 自 Bio-Rad 公司 。 电 泳 功率 为 
20 W， 最 大 电压 为 2 000 V， 最 大 电流 为 20 mA。 通电 4 ho 
1.2.4 酶 活性 显 色 : 412.5 mg a-NA 及 12.5 mg B-NA 完全 溶解 于 4 mL AM (4%, W/V) 
中 ， 再 将 50 mg Fast Blue RR TAF, H pH 7.2 的 20 mmol/L BRAT AE 100 mL. 
室温 下 浸泡 凝 胶 2 h 即 可 显 色 。 
1.2.5 蛋白 浓度 测定 ， 蛋白 浓度 测定 采用 Lowry! 中 法 。 以 牛 血 清白 蛋白 CBSA) 标定 。 
1.2.6 ” 玖 水 层 析 分 离 ， 选 用 10 cm X 1 cm Phenyl-Sepharose (CL-4B) FRITH. 4°C FITH 
析 。 以 40% 饱 和 度 的 《NH SO, 平衡 柱 床 。 在 15 mL/h 流速 下 进行 阶段 洗 脱 :以 40% Cit 
FID 30% CH 1). 20% HTD 10% CRRA WD. 0.596 ( 流 分 V》 饱 和 度 的 
(NH42,SO, 分 别 进行 洗 脱 ， 每 一 流 分 均 以 2 倍 柱 床 体积 洗 脱 : 之 后 用 20 mmol/L pH 7.2 A) BE 
REMA Cita VD 洗 脱 ， 再 用 含 0.2% CAV. 0.596 ATW 196 ATK) 2% 
CRX) CW/NO 乙 二 醇 的 20 mmol/L pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 作 为 洗 脱 剂 进行 洗 脱 。SDS/ 
PAGE 检测 结果 。PEG 20 000748 SA - 
1.2.7 离子 交换 柱 分 离 ; 装 $ cm X1 cm DEAE-Cellulose (DE-5L) 层 析 柱 。4C 下 ，20 mol/L 
pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 平衡 10 个 柱 体积 。 加 入 样品 。 先 用 20 mmol/L pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 
《 流 分 IT ， 洗 脱 2 个 柱 体 积 ， 再 依次 用 含有 10 mmol/L GORAI) 50 mmol/L AAM 100 
mmol/L (HAN), 500 mmol/L GAV) 1 mol/L Cita VDD NaCl 的 20 mmol/L pH 7.2 的 
磷酸 缓冲 液 进行 阶段 洗 脱 ， 收 集 每 一 洗 脱 浓度 下 的 流出 液 为 一 个 流 分 ， 香 白质 检测 及 浓缩 同上 。 
1.2.8 FPLC (fast protein liquid chromatography): 依 FPLC Manual (Pharmacia; Uppsala: 
Sweden) 操作 ， 层 析 柱 柱 床 体 积 为 : 70 mL。 将 样品 浓缩 ， 取 0.$ mL 上 样 ， 用 20 mmol/L 
pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 洗 脱 蛋白 质 。 调 节 流 速 为 : 1 mL /min， 用 UV 检测 器 在 280 nm 波长 下 
检测 蛋白 峰 。 
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1.2.9 酶 活性 测定 方法 : K Hhjringt 方 法 测定 酶 活性 。 以 a-NA 为 底 物 ， 反 应 体系 包含 : 
0.024 mmol/L~1.2 mmol/L EW ( 溶 于 丙酮 中 )，S$x 10-5 mol/L 3E si DRM, WU 20 mmol/L 
pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 补充 反应 体系 ,使 总 体积 为 1.5 mo WARE, WARI, 37C R 
应 3 min。320 nm 下 测 光 吸收 值 变化 (Beckman DU7500 分 光 光 度 计 )。 以 不 含 酶 液 的 反应 体 
系 为 对 照 ， 测 定 其 反应 速度 。 

1.2.10 酶 抑制 动力 学 : 将 不 同 浓度 的 敌 百 虫 (050 一 500 nmol) 加 入 到 未 加 酶 液 的 反应 体系 
H, HERR S min。 之 后 加 入 定量 的 酶 液 ， 迅 速 播 义 ; 320 nm 下 测 光 吸收 值 变化 (Beckman 
DU7500)。 作 酶 活性 变化 曲线 。 


2 结果 


2.1 SDS/PAGE 

用 RD、S、PY 三 品系 的 可 溶性 总 蛋白 做 SDS/PAGE (图 1: A)。 结 果 显 示 : RD 品系 中 
含有 一 条 特异 蛋白 带 ， 占 匀 浆 液 总 蛋白 的 2.1%，, TE SI PY 品系 中 未 见 到 这 一 蛋白 带 。 而 三 
品系 中 其 它 蛋 白带 的 位 置 与 浓度 差异 非常 小 。 以 标准 分 子 量 标记 对 照 ， 测 得 蛋白 迁移 率 
(Rf) 为 : 0.49， 分 子 量 为 : 66 kD (图 1: B)。 


9 
a 


Ju 


l 
—À A 


Ti 
e 


> 


RR 
, 

ʻi 
e 





band 


图 1 淡色 库 蚊 S 品 系 、RD 品系 及 PY 品系 的 SDS/PAGE 图 谱 

Fig. 1 SDS/PAGE spectrum of Culex pipiens pallens strain, RD strain, PY strain 
A: 1. RD 品系 RD strain; 2. PY 品系 PY strain; 3. SS 品系 strain; 

B: 1. 分 子 量 标记 molecular weight marker; 2, 4. S 品系 S strain; 3, 5. RD 品系 RD strian 


2.2 66 kD 蛋白 的 分 离 纯 化 

Phenyl-Sepharose BJ Bt zK ES re Bj, RAN 10 mL 预 洗 脱 液 中 在 电泳 上 能 检测 到 大 量 杂 蛋 
白 的 存在 。 随 着 洗 脱 液 的 增加 ， 和 蛋白 含 量 逐 渐 减 少 。 多 数 杂 蛋白 与 凝 胶 的 结合 能 力 很 弱 。66 
kD 蛋白 与 凝 胶 的 结合 较为 紧密 ， 随 着 磷酸 缓冲 液 中 (NH,).SO, 饱和 度 的 下 降 ， 结 合 能 力 逐 
渐 下 降 ， 直 至 洗 脱 液 中 无 (NH4)2SO4 时 (S22 V). 才 被 洗 脱 下 来 (图 2). 
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1 2 3 4 5.6 7 8 9 10 将 样品 进行 DEAE-Cellulose ( DE- 
Pa SL) HEM (图 3 一 4)。66 kD SARE 
i -$ | 20 要 分 布 在 流 分 I 、I (图 3: 1,10; 图 

B2." 上 4: 4)。 可 见 此 蛋白 对 DEAE 的 结合 能 
> e (00 力 非 常 小 ,在 洗 脱 初始 阶段 即 被 洗 脱 下 
- X. FPLC (分 子 筛 ) (图 4) Som: & 

纯 后 的 蛋白 质 与 匀 浆 液 中 的 原 蛋 白条 带 

在 电泳 上 的 位 置 相同 ， 蛋 白峰 的 洗 脱 体 
3 BUM 40—42 mL (与 标准 66 kD REA 

= 洗 脱 体积 近似 ) 因此 它 是 一 个 单 亚 基 蛋 
R 


[ouo govvvwv x 白质 。 故 而 所 提纯 的 蛋白 仅 含 一 个 66 
流 分 fraction kD 的 亚 基 。 
图 2 用 SDS/PAGE 检测 Phenyl-Sepharose 2.3 FERR 
柱 层 析 洗 脱 效 果 在 4 条 件 下 ，Bio-Rad IEF 电泳 仪 
Fig. 2 Elution bands of Phenyl-Sepharose 上 进行 等 电 聚 焦 (pH 3.5— 10), We 
chromatography examined by SDS/PAGE 66 kD 蛋白 的 等 电 点 为 4.6。 
1 2 8 9 10 
—— 





I IH IV R R R V VI V I 
流 分 fraction 


3 FA SDS/PAGE 检测 DEAE-Cellulose 柱 层 析 洗 脱 效果 
Fig. 3 Elution bands of DEAE-Cellulose chromatography examined by SDS/PAGE 


2.4 Mans 

2.4.1 产物 浓度 标准 曲线 : 将 不 同 浓度 的 产物 ，au- 蔡 酚 (0 一 120 nmol) 加 入 到 20 mmol/L 
pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 中 ， 保 持 总 体积 为 1.5 mL。 在 320 nm 下 测定 光 吸 收 值 。 以 产物 量 为 横 
坐标 ，OD320 值 为 纵 坐 标 作 标 准 曲 线 (图 5). 

2.4.2 66 kD 蛋白: 将 2.25 mmol a-NA 和 提纯 的 66 kD 蛋白 加 入 反应 液 中 ， 连 续 记 录 不 同时 
间 下 的 320 nm 光 吸 收 值 作 V-T Æ (图 6)。 取 不 同 浓度 的 底 物 (0.024 一 1.2 mmol/L) 加 入 到 
反应 体系 中 ，37 人 下 反应 3 min, M 320 nm 光 吸 收 值 。 计 算 酶 反应 速度 。66 kD 蛋白 的 双 倒 
数 作 图 (图 7) 表明 : K,,=64.1 mmol/L, Vmax = 249.8 mmol/(L:mg'min)。 
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4 用 SDS/PAGE 检测 FPLC 柱 层 析 洗 脱 效果 图 5 产物 浓度 标准 曲线 


Fig. 4 Elution bands of FPLC chromato- 
graphy examined by SDS/PAGE 


Fig. 5 Standard curve of product 
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图 7 66 kD 蛋白 双 倒 数 作 图 
图 6 66 kD 蛋白 酯 酶 活力 随时 间 变 化 曲线 Fig. 7 Double reciprocal plot of 66 kD protein 
Fig. 6 Time-activating curve of 66 kD protein 0.024~1.2 mmol/L 底 物 ，1% 丙酮 


0.024~1.2 mmol/L substrate, 1% acetone 


2.4.3 有 机 磷 杀 虫 剂 对 酯 酶 活性 的 抑制 : 将 不 同 浓度 的 敌 百 虫 加 入 到 反应 体系 中 ，37 尼 下 保 
温 5 min。 之 后 加 入 底 物 和 66 kD 蛋白 迅速 播 义 ， 待 反应 3 min 后 测 320 nm ÆR kA. UA 
百 虫 含量 为 横 坐 标 ， 酶 反应 速度 为 纵 坐 标 作 酶 活力 变化 曲线 (图 8)。 用 相同 的 反应 体系 测定 
敌 百 虫 对 蚊虫 匀 浆 液 的 酯 酶 酶 活力 变化 曲线 (图 9)。 

结果 显示 66 kD 蛋白 几乎 不 受 敌 百 虫 的 抑制 。 蚊 虫 勺 浆液 总 酶 活力 随 着 敌 百 虫 浓度 的 增 
MEARE MRA. SHAN 66 kD 蛋白 (0.018 mg) 预先 与 含 敌 百 虫 的 反应 液 在 37C 下 保 
là 5 min。 之 后 测定 蚊虫 匀 浆 液 总 酶 液 的 反应 速度 ， 作 酶 活力 变化 曲线 (图 9: HAD). E 
图 9 可知: 蚊虫 匀 奖 总 酶 活力 半 抑 制 常数 (Co) 为 270 nmol 敌 百 虫 ; 66 kD RAAF FR 
虫 匀 浆 总 酶 活力 半 抑 制 常数 (ICs) A 345 nmol 敌 百 虫 。 
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图 8 不 同 含量 敌 百 虫 对 66 kD SAREE HS 
Fig.8 Effect of dipterex on 66 kD protein 


esterase activity 
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图 9 MAB Sao RD 品系 蚊虫 义 浆 总 酯 酶 活力 的 影响 
Fig.9 Effect of dipterex on total esterase activity with 
or without 66 kD protein in RD strain 


3 讨论 


3.1 应 用 SDS/ PAGE 显示 66 kD 蛋白 的 存在 

RD 品系 中 含有 一 条 特异 筷 白 带 ， 含 量 为 总 蛋白 量 的 2.1%， 迁 移 率 为 0.49， 分 子 量 为 
66 kD。 以 下 均 称 为 66 kD EA. ÆSA PY 品系 中 未 见 其 存在 。 

RD 品系 与 敏感 型 品系 比较 ， 羧 酸 酯 酶 的 活力 高 10 倍 左右 ， 对 敌 特 虫 的 抗 性 高 170 倍 以 
上 ， 并 随 着 对 敌 百 虫 抗 性 水 平 的 升降 而 增 减 。 无 论 胆 碱 酯 酶 或 是 磷酸 酯 酶 活力 ， 在 二 品系 中 
均 未 见 到 明显 差异 ， 且 两 者 的 胆 碱 醋 酶 对 敌 百 虫 和 敌 敌 胰 的 敏感 度 相 亿 21。 因 此 实验 用 的 二 
品系 的 主要 差异 在 于 羧 酸 酯 酶 。 因 此 RD 品系 中 66 kD 特异 性 重 白 极 有 可 能 与 蚊虫 抗 药性 有 关 。 
3.2 66 kD RAKIDA SAHE 

为 探索 66 kD 香 白 与 淡色 库 蚊 抗 药性 的 关系 ， 我 们 对 它 进 行 了 分 离 提 纯 。 有 目前 国内 学 者 
进行 蚊虫 抗 性 品系 羧 酸 柄 酶 的 分 离 纯化 主要 采用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 法 :31 或 淀粉 凝 胶 电 沪 
法 。 但 是 这 两 种 方法 仅 能 得 到 少量 纯 品 ， 且 成 本 高 。 欲 进行 酶 动力 学 方面 的 研究 需要 大 批量 
提纯 酯 酶 ， 因 此 我 们 选用 了 Phenyl-Sepharose 柱 和 DEAE-Cellulose 柱 ， 以 及 FPLC《 分 子 得 ) 
对 66 kD 和 蛋白 进行 分 离 纯 化 。 结 果 表 明 它 是 一 个 单 亚 基 和 蛋白 质 。 
3.3 66 kD 蛋白 的 部 分 生化 性 质 及 其 与 淡色 库 蚊 抗 药性 的 关系 

提纯 的 66 kD 蛋白质 pl fy 4.6. At, GRAB A 和 酯 酶 B， 一 般 都 有 较 低 
的 pI 值 :41。 这 是 由 于 柄 酶 中 酸性 氨基 酸 所 占 的 比例 较 多 的 缘故 ， 例 如 ，Mane351 报 道 了 
Est-6 酯 酶 中 富 含 谷 氨 酸 和 门 冬 毛 酸 〈 占 总 量 的 23% )， 其 pI 值 为 4.S。 

酶 学 动力 学 研究 双 倒 数 作 图 表明 其 ， 开 ,= 人 4.1 mmol/L: Vix =249.8 mmol/ CL*mg*min?: 
敌 百 虫 几乎 不 能 够 抑制 它 的 活性 ， 依 据 Aldridgel16 分 类 法 ， 它 属于 A-M. 
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不 同 作者 报道 了 不 同 的 抗 性 相关 酶 酶 酶 动力 学 参数 。A- 栈 酶 的 K,, 值 (4202: mmol/L? 
Jy: BBES A216] 182, 209; Bem A207] 145. 119 〈 非 抗 性 品系 )。 其 对 应 的 V. (B (单位; 
mmol/(L*mg*min)) 分 别 为 ， 609，893[51，472[171。B- 酯 酶 的 Kn (EA: MBES B26] 85, 90; 
eM B21171140, 247 ClEDUTESL ZO; BEES BUS 270; 其 对 应 的 Vi. 值 依 次 为 : 柄 酶 B2L5] 99, 
70; ERES B28] 63 。 其 它 酯 酶 K, fü: MCE-II! 76.4; 羧 酸 酯 酶 (181]，400。 本 文 报 道 的 
66 kDS AAS CARIB RY A- 酯 酶 相 比 ， 其 Ka EIR 2.26~3.26 > Ving 值 约 低 1.9 一 3.S7; 
与 B- 酯 酶 比较 ， 其 Kn 值 约 低 1.32 一 2.18 18> V, fte 2.52—3.96 倍 。 同 时 其 Ka Etk 
RETER Culex pipiens 非 抗 性 品系 中 栈 酶 低 1.18 一 3.86 fi. 

66 kD 蛋白 质 对 底 物 的 低 Ko EA ww， 值 ， 说 明 它 与 底 物 的 亲和力 很 高 ， 且 水 解 活力 相 
对 较 弱 。 故 而 推断 66 kD 蛋白 和 杀 虫 剂 的 相互 关系 主要 是 结合 隔离 作用 〈sequestration )。 由 
于 它 在 可 溶性 蛋白 质 总 量 中 的 含量 非常 高 ， 为 结合 隔离 作用 提供 了 物质 基础 。 图 9 显示 66 
kD 蛋白 存在 时 ， 蚊 虫 匀 浆 总 酶 活力 ICso 常 数 降低 了 75 mmole IA 66 kD 和 蛋白 与 底 物 发 生 的 
结合 隔离 作用 提供 了 一 个 有 力 的 证 据 。 

Devonshire 93 研究 了 从 桃 蚜 中 分 离 的 E4 栈 酶 ， 发 现 它 对 有 机 磷 杀 虫 剂 的 结合 隔离 作用 远 
远大 于 对 它 的 水 解 作用 。 致 倦 库 蚊 品系 粗 匀 浆 液 中 的 Bi 酯 酶 [2 可 被 氟 蝗 氧 磷 抑 制 ， 却 不 能 
水 解 它 ， 而 是 与 之 发 生 结合 隔离 作用 。 进 一 步 的 研究 表明 ， 其 抗 药性 亦 与 结合 隔离 作用 相关 。 
Jayawarden 4 报道 抗 马 拉 硫 磷 品 系 C. pipiens quinquefasciatus 中 ，A2 EBERT B2 醋 酶 与 马 
拉 氧 磷 的 结合 力 很 高 并 形成 酶 -有 机 磷 杀 虫 剂 复合 物 ， 但 其 分 解 常数 非常 低 。 作 者 认为 ，A2 
BER TU B2 醋 酶 在 抗 性 品系 中 的 主要 生理 功能 是 与 有 机 磷 杀 上 虫 剂 发 生 结合 隔离 作用 。 我 们 提纯 
的 66 kD 和 蛋白质 在 RD 品系 中 亦 可 能 以 这 种 机 制 发 挥 抗 药性 作用 。 

乔 传令 -21 的 工作 认为 ， 在 北京 郊区 采集 的 抗 有 机 磷 蚊 虫 中 存在 有 Bl 酯 酶 的 扩 增 并 与 抗 
药性 有 关 。 然 而 上 海地 区 RD 品系 抗 药性 存在 着 不 同 的 机 制 。 陈 巧 云 !221 的 工作 表明 : PY 品 
系 DNA 含有 与 B1 基因 同 源 或 部 分 同 源 的 序列 ， 而 RD 和 S 品系 DNA 无 Bl 基因 的 同 源 序列 。 
故而 RD 品系 抗 药性 与 pi 基因 扩 增 相关 性 不 大 。 提 纯 的 66 kD 蛋白 质 有 了 酯 酶 活性 且 属 于 A-M 
酶 。 因 此 我 们 认为 ， 上 海地 区 淡色 库 蚊 RD 品系 中 的 抗 药性 与 66 kD 蛋白 有 直接 的 相关 性 ， 
与 B1 酯 酶 基因 扩 增 无 关 。 
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Purification and biochemical property of resistance related 
carboxylesterase in mosquito Culex pipiens pallens 


LIANG Jun: SHEN Jian-hua: LIN Guo-fang: FU Wen-jun 
(Shanghai Institute of Entomology, the Chinese Academy of Sciences. Shanghai 200025. China) 


Abstract: In Culex pipiens» resistance to organophosphate insecticides was recognized to be corre- 
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lated with the increased non-specific esterase activity. From a dipterex-resistant mosquito strain 
CRD) of Culex pipiens pallens a special protein band was confirmed on SDS/PAGE spectrum. The 
identified band was not detectable in the susceptible strain (S? or the resmethrin-resistant strain 
CPYO. This band represented a protein of MW 66 kD with pl value 4.6 > which displayed car- 
boxyesterase activity and accounted for 2.1% of the total extractable proteins. The purification of 
this protein was performed in turn by phenyl-sepharose CCL-4B2. DEAE-cellulose (DE-5L) and 
FPLC column chromatographic procedures. Enzymological kinetics demonstrated a K,, value of 
64.1 mmol/L and a Vmax value of 249.8 mmol/CL*mg*min? with e-naphthol acetate as substrate. 
Dipterex could not inhibit its esterase activity» suggesting the 66 kD protein to be an A-esterase. 
Comparing with other esterase, it had lower K,, value and Vmax value Cexcept higher V max value 
than B-esterase). Further study exhibited that the 66 kD protein might play a role in insect resis- 
tance to organophosphate insecticide» mainly through sequestration effect. Nevertheless» the role of 
hydrolyzing activity at a minor extent could not be excluded. 

Key words: Culex pipiens pallens: insecticide resistance: carboxylesterase: purification: enzyme 


kinetics: sequestration 


